






































sequence  features characteristic  for  IDP exhibiting LLPS properties.  It has  low sequence complexity  that 
lacks Cys, Ile, Lys, Met (added as a starting amino acid in recombinant form of the protein), Arg, and Trp 
residues. The N‐terminus contains negatively‐charged residues (Glu, Asp) distributed along His‐rich and Ala‐













Supplementary  Figure  3.  Phase  diagrams  of  HBP‐1.  Different  pH  values  as  a  function  of  protein 
concentration and ionic strength. The estimated boundary lines determine the pH at which LLPS (micro‐




















































Supplementary  Figure  11.  Long‐range  1H‐15N‐HMQC  spectra  of  His  imidazole  ring.  Time‐dependent 
comparison of (a) the spectrum acquired within 5 min after pH adjustment to 7.0 (point of coacervation) 
and  (b)  the  spectrum  acquired  within  30  min  after  pH  adjustment.  The  characteristic  resonance  for  
ε‐tautomer at approximately 250 ppm in the N‐dimension (marked with the arrow in panel a) is present in 













Supplementary  Figure  13.  Additional  SAXS  experiments  with  a  synchrotron  X‐ray  source.  (a)  SAXS 
experimental curve. The calculated fit for the peptide assemblies from the IFT method is presented as the 



















































then  cultivated  at  37  °C  until OD600  =  0.7  –  0.8  in  LB medium  supplemented with  appropriate 






lysate),  homogenized  by  gentle  vortexing,  and  centrifuged  (38900 g,  30 min,  4  °C).  The  pellet 











of  the  enzymatic  cleavage  were  purified  with  reverse‐phase  HPLC  using  a  Kromasil  RP‐300‐C8 
  ‐14‐
column  (AkzoNobel,  Sweden) and a  linear gradient of ACN containing 0.1 % TFA.  The purity of 
separated  N‐  and  C‐terminal  variants  was  assessed  by  SDS‐PAGE  and  their  molecular  weight 










minimal  medium  containing  13C‐glucose  (2.5  g∙L‐1)  and  15N‐ammonium  chloride  (1  g∙L‐1), 
supplemented with biotin (1 mg∙L‐1) and thiamin (1 mg∙L‐1). Protein expression was induced with 
0.5 mM IPTG when OD600  reached 0.6. The induced bacterial culture was incubated for 8 h at 37 
°C  at  225  RPM  and  harvested  by  centrifugation  (3900  g,  15 min,  4  °C).  Cell  lysis  and  protein 
purification was carried out as described above.  
 
Uniformly  13C  and  15N  labelled GY‐23 peptide was expressed using modified gene of HBP‐1‐V5 
protein  variant.  The  construct  was  composed  of  the  N‐terminal  part  (M1‐A112)  of  the  HBP‐1 
protein,  followed by a  trypsin  recognition  site  (K),  the GY‐23  sequence, and a  stop codon. The 
fusion protein was expressed and purified using the same protocol as for 13C‐ 15N‐HBP‐1 protein. 





and  sealed  in  thin‐walled  quartz  capillaries  for  SAXS  measurements.  An  X‐ray  beam  with  a 
  ‐15‐
wavelength of 1.11 Å (11.2 keV) was used, with a sample to detector distance of 2152 mm providing 
0.05  <  q  <  5  nm‐1,  where  q  is  the  length  of  the  scattering  vector,  defined  by  Supplementary  
Equation 1: 
𝑞 ൌ ସ஠ ஛ ୱ୧୬ቀഇమቁ
                    (1) 









Iሺqሻ = 4π׬ pሺrሻ sinሺqrሻqr dr
∞








∆δ ൌ δ୭ୠୱ െ δ୰ୡ                  (3) 
were δobs  is  the observed chemical  shift and δrc  is  the  random coil  chemical  shift. Random coil 
reference  values  obtained  from  BMRB  chemical  shift  statistics  database 
  ‐16‐
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